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Studies　on　the　Isolatiorl　of　Human　Rotaviruses　in　Cultured
　　　　　Cells　and　on　the　Properties　of　the　Isolates
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　　　Twenty　human　rotaviruses（HRVs）derived　from　stools　were　serially　propagated　in　rQtary　cul－
tures　of　MA－104　cells．　Properties　of　the　HRV　isolates　were　examined，　and　the　following　results　were
obtained．
　　1）　Based　on　the　results．　obtained　by　electron　microscQpic　observation，　polyacrylamide　gel　elec－
trophoresis　of　viral　RNA，　and　serological　examination　of　the　isolates，　it　was　cQnfirmed　that　the　iso－
lated　viruses　were　irldeed　of　human　origin．
　　2）　HRV　was　made　infectious　by　trypsin　pretreatment，　and　the　presence　of　trypsin　in　the　main－
tenance　mediurn　a110wed　multiple　cycles　of　replication　of　HRV　at　a　low　multiplicity　of　infection．
However，　HRV　particles　grown　in　the　presence　of　trypsin　seemed　to　be　morphologically　unstable．
　　3）　HRV　isolates　adapted　to　stationary　culture　formed　clear　plaques　under　an　overlay　medium
consisting　of　O．6％Purified　agar，3μg／ml　trypsin　and．100μg／ml　DEAE－dextran．
　　4）　The　gel　patterns　of　the　14　strains　of　culture－adapted　HRVs　were　grouped　into　g　different
electropherotypes．
　　5）　In　cross－neutralization　tests　using　the　plaque－reduction　method，．　the　presence　of　3　different
serotypes　was　elucidated　among　5　HRV　isolates　examined．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　July　7，1982　and　accepted　July　20，1982）
1　緒 言
　βタゥィルス（rotavirus，以下RV）はヒトを含め
た多くの哺乳動物および鳥類における非細菌性胃腸炎
の主要な起因ウイルス．である1・2｝．RVは直径約70　nmの
大きさで，．形態的に車輪状の二重殻構造を有しており，
核酸は11本の2重鎖RNAセグメントで構成されてい
る1，2）．RVは，これらの特徴により，1979年中国際
ウイルス命名委員会によって，分類学上Family　Reo－
viridaeのGenus　Rotavirusと命名された3）．
　ヒトロタウイルス（human　rotavirus，以下H．RV）
は，1973年BishoPθ’α1．4）により，下痢症患児の十二
指腸生検材料の超薄切片の電子顕微鏡（以下電顕）観
察によって初めて検出された．その後，Flewett　4α」．5）
は，ネガティブ染色法による電顕観察により，多量の
HRV粒子を下痢便の精製濃縮液中に確認した．これら
の報告を端緒として糞便材料を用いたHRVの研究が精
力的に進められた．
　ヒト以外の動物由来のRVは培養細胞での増殖・継
代が比較的容易であるのに対して／且RVの培養細胞で
の増殖はきわめて困難であり，継代可能なHRV株の分
離の報告はごく最近まで見られなかった．1980年
W夕att　6’αご．6）は，　newborn　gnotobiotic　pigletへの
経口感染により11代継代の後，アフリカミドリザルの
．初代腎細胞で高い増殖能を．もつHRV（Wa株）の分離
を報告した．一方，1981年Sato　6’α1．7）は，　MA－104
細胞（アカゲザル胎児腎細胞由来株化細胞）を用いて，
トリプシン存在下で回転培養することにより5株のHRV
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の分離・継代に成功した．
　Urasawa　6’磁8），　Taniguchi　8’α1．9｝もSatoθ’
α」．7）と類似の手法により，非細菌性急性胃腸炎患児の下
痢便よりMA－104細胞で増殖・継代可能な20株の
HRVを分離し，このうちHRV　8株の静置培養への馴
化およびプラーク形成に成功するとともに，HRV分離
株の核酸のポリアクリルアミドゲル電気泳動（polyacryl－
amide　gel　electrophoresis以下PAGE）による解析を
行った．本報ではこれらの成績，およびその後新たに
静置培養に馴化した6株について同様に検討した成績
を述べるとともに，HRV増殖におよぼすトリプシンの
影響さらにHRV分離株の血清学的性状について得られ
た研究成績を報告する。
2　実験材料および方法
2・1細胞培養
　MA－104細胞を，　Eagle基礎培地（Eagle’s　MEM）
に重曹，glutamine，抗生物質（kanamycinおよび
　　　　　　　　　　Tab豆e　l
fungizone），5％ウシ胎児血清（virus　and　myco－
plasma－free，　GIBCO）を加えた培養液で培養した．
2・2HRVのMA－104細胞における分離・継代
　MA－104細胞でのHRV分離実験には，　Table　1に
示す24例の急性胃腸炎患者便を使用した．これらの便
は，電顕観察あるいは酵素抗体法（enzyme　linked
immunosorbent　assay，以下ELISA）によりHRV陽
性と判定されたものである．
　患者便をEagle’s　MEMで約10％（W／V）浮遊液と
し，低速遠心後，孔径450nmのメンブランフィルター
（Milex－HA，　Millipore　Co．）で濾過したものを出発材
料とした．この糞便乳剤と20μg／m1のアセチル化トリ
プシン（以下トリプシンと略す，Sigma）を等量混和し，
37℃で30分間反応させた後，すでに培養チューブ（内
径L3cm×長さ15　cm）に培養したMA－104細胞に
0．2mJずつ接種し，37℃で1時間吸着させた．次いで
未吸着ウイルスを除去し，Dulbecco’s　PBSで洗浄後，
トリプシン（1μg／mのを含む維持液を各チューブあた
SO瀦‘6sげ肱㎜η70伽か銘S召Sカ7ρ70ρ㎎α‘げ0π勿6θ♂」6％伽形
Patients Ages Time Place Virus　isolation
FU
YO
K8
KI
YA
SE
KA
KU
SU
S8
Sg
SIO
Sll
S12
S13
Sl
S2
S3
S4
S5
S6
4　4
Pl
P2
6M＊
7M
14Y林
2Y
　　＊＊串
11Y
lY
5M
4Y
5Y
15Y
lY
10Y
4Y
11M
3Y
lY
lY
6M
5Y
7Y
Fed．’77
Feb．’77
Jan．’77
Apr．ワ8
Mar．’78
Apr．’78
Apr．’78
NQV．’78
Jan．’79
Mar．’79
Apr．’79
Feb．’79
May’79
Feb．’79
May’79
Dec．’79
Jan．’80
Feb．’80
Jan．’80
Jan．’80
Feb．’80
May’80
Jan．’81
Feb．’81
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
Kitami（Epidemic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
Asahikawa　（Epidemic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SaPPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SaPPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro　（SPoradic）
SapPoro（Epidemic）
SapPoro　（Sporadic）
SapPoro（Epidemic）
＋（a）
＋（a，b）
十（a，b）
十
＋（a，b）
十
＋（a）
十
＋（a）
＋（a，b）
＋（a）
＋（a）
＋（a，b）
＋（a）
＋（a）
＋（a）
十
＋（a）
十
十
＊M：months　　＊＊Y：years　　料＊not　known
a＝Strains　employed　for　viral　RNA　analysis　　b：Strains　employed　for　cross－neutralization　test
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り1m1ずつ添加し37℃で回転培養を行った．3～5日
培養後，感染細胞培養液を3回凍結融解し，これを1
代継代ウイルスとした．このウイルス液を低速遠心の
後25％庶糖液上に重層し100，000gで3時間超遠心
し，その沈渣を1／10量の維持液に浮遊させた．この濃
縮ウイルス液を再び等量の20μg／m1トリプシンと混和
して以下同様の操作を行い，2代継代ウイルスさらに3
代継代ウイルスを作成した．4代目以降の継代では，超
遠心による濃縮を行わずに，感染細胞培養液を直ちに
トリプシンと反応させた後MA－104細胞に接種した．6
平ないし9代継代したウイルスはMA－104細胞で明瞭
な細胞変性効果（cytopathic　effect，以下CPE）を呈
するに至ったので，以後の継代ではRollacell（New
Brunswick　Co．）を用いた回転培養で大量のウイルス
の培養を行った．
2・3対照ウイルス
　増殖・継代可能な対照ウイルス株として，bovine
rotavirus（以下BRV）Lincoln株（農林省家畜衛生試
験場児玉道博士より分与を受けた）およびHRV　Wa株
（札幌医大千葉峻三助教授より分与を受けた）を用いた．
但し，これらウイルス株は，糞便中からのHRV分離実
験の期間中は，これら材料への迷入の危険性を避ける
ため取り扱いを中止した．
2・4　電顕観察
　酢酸ウラニウムによるネガティブ染色法により行っ
た．0．15MNaCl加10　mMリン酸緩衝液（pH　7．5，
以下PBS）に懸濁したウイルス液を蒸留水で10倍希釈
し，コロジオン膜を張った400メッシュ（Veco製）に
1滴のせて2分間静置後，3％酢酸ウラニウム液を1滴
加え直ちに余分の液を濾紙で吸い取り室温中で乾燥さ
せた．各試料は電顕（Hitachi　H　500）により倍率
15，000～30，000倍で観察した．また一部の試料は2％
リンタングステン酸（potassium　phosphotungstic
acid，以下PTA）によるネガティブ染色を施して電顕
観察に供した．
2・5免疫血清
　MA－104細胞で増殖させたHRV各株およびBRV
Lincoln株を，低速遠心，　polyethylene　glyco1
6000（以下PEG）による濃縮，庶糖上での超遠心，塩
化セシウム密度勾配遠心による精製を行い免疫原とし
て使用した．HRV重圏についてにHRV　Wa株に対
し免疫前の血清が中和活性を有しない離乳直後の家兎
を選択し，耳静脈に抗原を1回接種後，10～20日後に
採血した．BRV　Lincoln株については，補体結合反応
（complement丘xation　test，以下CF）でLincoln株
に対する抗体価の低い家兎を選択し，免疫原を耳静脈
に3回接種して抗血清を得た．
2・6　蛍光抗体法
　カバースリップあるいはマイクロプレート（96穴）
にMA－104細胞の単層細胞シートを作成し，トリプシ
ンで前処理した被検ウイルス液を接種し，37℃で適当
時間培養の後，PBSで2回洗浄し，一80℃に冷却した
メタノールで固定後自然乾燥した．次いで15倍に希釈
した抗BRVウサギ血清を加え，37℃で1時間反応させ
PBSで洗浄後，15倍に希釈したFITC標識抗ウサギ
IgGヤギ血清（Miles　YEDA，　Ltd．）を添加し2～3時
間染色を行い，再び洗浄後，落射型蛍光顕微鏡で観察
した．感染価は，試料1m1あたりの蛍光フォーカス形
成単位（Huorescent　focus　forming　unit／m1，以下
FFU／mJ）として表現した．
2・7　プラーク形成法
　シャーレ（直径7cm）にMA－104細胞の単層シート
を作成し，PBSで洗浄後，トリプシンで前処理した0．1
mZの被検ウイルス液を接種し1時間吸着させた．その
後6m1の重層液（0．6％Purified　agar．3μ9／m1の
トリプシン，100μ9／m1のDEAE－dextranを含む
Eagle’s　MEM）を加え，　CO2ふらん器にて37℃で5～7
日間培養後，0．01％中性赤で染色して2日間さらに培
養した．
2・8　中和抗体価の測定
　2倍階段希釈した被検抗血清と，トリプシンで前処理
したHRVを混和し37℃で1時間中和後，各血清希釈
あたりMA－104細胞の単層シートを形成したシャーレ
2枚に0．1mJずつ接種し，2・7の項にある方法に従い培
養・染色した．60％以上プラーク数を減少させた血清
希釈の逆数をもって中和価とした．
2・9PAGEによる核酸の解析
　2・9・1HRVの精製
　HRV感染細胞培養液を3回凍結融解後，低速遠心
し，上清に最終濃度8％となるようにPEGを加え一夜
4℃で静置した後，遠心で沈渣を得た．その沈渣を10
mM　PBS（pH　7．5）に懸濁後，45％庶糖液3m1に重
層し100，000gで3時間遮遠心し，その沈渣を10　mM
PBSに懸濁し，次いで塩化セシウムを密度L37　g／cm3
となるように加え100，0GOgで18時間超遠心した．得
られたバンドを0．15MNaCI加10　mM　Tris－HCI緩
衝液（pH　7．5）にて透析し，　HRVの精製試料とした．
なお糞便を出発材料とした場合は，糞便材料を20％液
とし低速遠心し，上清をフルオロカーボンで処理した
後，上記と同様の方法で精製した．
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　2・9・2　核酸の抽出
　Espejo　6’α乙lo）の方法に準じた．精製ウイルスに
sodium　dodecyl　sulfate，2－mercaptoethanol，
EDTAをそれぞれ最終濃度1％，0．1％，0．06　Mとな
るように加え，室温で30分間処理した後，等量：の飽和
フェノールを加え15分間掩拝し遠心して水層を得た．
水層に0．04容の5MNaC1を添加し，2容の冷エタ
ノールを加え18時間一20℃に放置した．遠心後沈渣を
1mM　EDTAを含む10　mM　Tris－HC1緩衝液
（pH　8．0）に懸濁し，　PAGE用核酸試料とした．
　2・9・3　PAGE
　Laemmlill）の方法を一部改変して行った．7．5％
acrylamideと0．2％bis－acrylamideでslab　gelを作
成し，20mAで12～17時間，4℃で泳動を行った後，
エチジウムブロマイド（1μg／mZ）で染色し，　transillu－
minator上で観察および写真撮影を行った．
3　結 果
3・1　MA－104細胞におけるHRVの増殖および継代
　電顕観察あるいはELISAによりHRVを含むことを
確認した下痢症患児便材料24例（Table　1）を用いて，
培養細胞におけるHRVの増殖・継代を試みた．2・2の
方法に従い，糞便乳剤をトリプシン処理後，MA－104
細胞にi接種しトリプシンを含む維持液を加え回転培養
し，継代に伴うウイルスの増殖の経過をCPEおよび蛍
　　　　　　　　　　　　　Table　2
光抗体法による蛍光フォーカス算定により追跡した
（Table　2）．　YO株およびKU株では継代2代目でCPE
によると思われる軽度の細胞の脱落が観察され，以後
徐々にCPEの程度が増大し，継代7代目で明瞭な
CPEを示した．一方44株では継代7代目で初めて
CPEが認められるようになった．感染細胞培養液の蛍
光フォーカス数は継代を重ねるにつれ漸次増加し，CPE
の進行とよく一致していた．他の株においても継代2代
目から8代目でCPEが出現し，また蛍光抗体法により
継代に伴う蛍光フォーカス数の増加が観察されるよう
になり，試みた24例中20例において培養細胞での増
殖・継代が成立した（Table　1）．また，　MA－104細胞
におけるHRVの増殖能の再現性を検討するため，　KU
株において，再度同様の方法で継代実験を行ったが，継
代4代目で明瞭なCPEが観察され，ウイルスの増殖し
ていることが確認された（Table　2）．
3・2蛍光抗体法による，分離されたHRVのMA－104
　　細胞内増殖の検出
　7代継代後のKU株をMA－104細胞を増殖させたカ
バースリップに接種し，37℃で回転培養を行い，経時
的に試料を採取し，ウイルスの細胞内増殖を蛍光抗体
法により検討した（Fig．1）。接種後6時間で一部の細
胞に弱い蛍光が認められ，10，14，18時間と時間の経
過とともにウイルス抗原陽性細胞数の増加が認められ
た．感染初期には，低濃度のウイルス抗原が細胞質全
伽sα塵qプ肱脚π獅。彪加照8s勿ル猛一エ040〃s
Passages　in　MA－104　cells
Strain
1st　　　2nd　　　　4th5th 7th 8th 10th
YO CPE
FF＊
± ± 十
十　　十十　　ND　　十十十
　　　十十
　　　十十十
（1．6×105FF／mの＊＊
十十
十十十
十十十
KU
　KU（Repeated
experiment）
CPE
FF
CPE
FF
± ± 十
十　　十十　　ND　　十十十
± 十
十　　　ND　　十十十
十十
十十
　　十十十
（4×107FF／m1）
十十十
十十十
十十十
44 CPE
FF
±
ND
十
十十
十十十
　　十十十
（8×105FF／mJ）
＊To　ascertain　the　propagation　of　HRV　at　each　passage　level，　coverslips　with　MA－104　cells　inocu－
　1ated　with　O．1ml　of　the　virus　were　rolled　at　37℃for　24　hr，　and　were　then　processed　as　described
　in“MATERIALS　and　METHODS”．　The　propQrtion　of　nuorescing　ceUs　was　roughly　rated　as十
　（5％or　less　fluorescing　cells），十十（5－20％），　and十十十（20％or　more）．
艸The　infectivity　of　the　passaged　viruses，　which　were　adapted　to　stationary　cultures，　was　titrated
　using　stationary　microplate　cultures　of　MA－104　cells　inoculated　with　the　virus（0．025　m1／we11）．
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体に均一に分布し，その後ウイルス抗原が粗大な穎粒
状に偏在するようになるのが観察された．18時間以降
にはウイルスの細胞から細胞への感染を思わせる，変
性した蛍光陽性細胞の集落が出現し，これら集落の大
きさおよび数は，24時聞後，48時間後と次第に増大し
たが，それとともに細胞の著しい脱落が観察された．な
お，核内には抗原の蓄積は認められなかった．
3・3　HRVの静置培養における増殖
　回転培養に馴化したHRVの静置培養における増殖能
を検討した．回転培養に馴化した上述のYO，　KU株お
よびK8株を静置培養に接種すると，接種後24時間で
明瞭なCPEが観察され，48時間後にはCPEは
30～50％の細胞にまで拡大したが，それ以上の進展は
認められなかった．そこで更に静置培養で2～3代継代
を続けた結果，ウイルス接種後72時間で90％以上の細
胞にCPEが出現するようになった．回転培養において
は，細胞の脱落が主なCPEの指標であったが，　HRV
に特徴的と思われるCPEの進行が観察された．まず円
形化した細胞が互いに接しあって不規則な集まりを示
し，浮きでてみえてくる．その後，細胞の脱落がフォー
カス状にみられ，徐々に細胞の脱落が進行し，ついに
はすべての細胞が脱落する．Fig．2にK　8株の静置培養
Fig．　l　Appearance　of　nuorescence－positive　cell§in　MA－104　cell　culture　after　infection　with
　　　HRV．　a＝6hr　pos亡infection．　b＝18　hr　postinfection．　c：24　hr　postinfection．
証｛1工ll［1鶯嚢麟
　　　　　　　　　　　　　　　　欝警
Fig．2　CPE　induced　by　HRV　in　stationary　culture　of　MA－104　cells．　a：uninfected
　　　cells．　b：30　hr　postinfection．　c＝45　hr　postinfection．　d：60　hr　postinfec－
　　　tion．
460 谷　口　孝　喜 札幌医誌
におけるCPEの経時的変化を示す．
　静置培養に馴化した時点で，感染細胞培養液を濃
縮・部分精製し電顕観察を行った．Fig．3に示す様に，
各株とも直径50～70nmの，　RVに特有な二重殼構造
を有する粒子，外殻のない一重殼構造の粒子，そしてそ
れぞれの粒子からRNAを失なった空粒子が観察された．
3・4　プラーク形成
　静置培養におけるHRVの継代が容易であったこと，
更に蛍光抗体法による感染細胞の観察においてウイル
スの隣接細胞への直接的伝播が示唆されたトシ』’っ，分
離されたHRVがMA－104細胞においてプラークを形
成する可能性が考えられた．そこで，まずプラーク形成
のための至適条件の検討を行なった（Table　3）。重層
寒天の種類では，Puri丘ed　agarを用いた場合，最も大
きなプラークが形成され，その濃度は0．6％が最適であ
り，それより低濃度では軟らかすぎて重層の役をなさ
ず，より高濃度ではプラーク形成が阻害された．また
重層液中のトリプシン濃度は，3μg／m♂が最適であっ
た．0．6％Purified　agar，3μ9／m‘トリプシンの条件
下で，DEAE－dextranの効果を検討したところ
50～100μg／rnJの濃度で，辺縁の鮮明なプラークが形
成された．この至適条件下で，分離HRV　20株のうち
試みた14属すべてがプラークを形成した．このうち8
株について，連続3回より大きなプラークをクローニ
ングすることで，プラークの大型化を計った．その結
果，全体としてクローニング以前に比べ大型のプラー
クが得られたが，株によっては径1mm以上のプラー
クが得られなかった（Fig．4）．
滋姻網図園
圃5早
拶
Fig．3　Electron　micrographs　of　HRVs　cultivated　in　MA－104　cells．　a：HRV　in　stooI
　　　from　patient　44．　b　＝10　th　culture　passage　of　stool　from　patient　44．　c　：21　st
　　　culture　passage　of　stool　from　patient　YO．　d：21st　culture　passage　of　stool　from
　　　patient　KU．　e：16th　culture　passage　of　stool　from　patient　S12．　f＝17　th
　　　culture　passage　of　stool　from　patient　K8．
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Table　3　助6’（ゾ的φ∫珈α鋸1）E4E－46珈αηoηρ勿麗プbγ窺α如η〔ゾHRγ（κ8　s’忽η）
Type　of　agar Concent．　of　trypsin@　　　（μ9／m1）
Plaque　diameter
@　　　（mm）
Virus　titer　PFU
i×10『2／0．1m1）
Bacto　agar（Difco）
@　　1．0％
3 pin　point 31
Agar　Noble（Difco）
@　　0．8％
3 pin　point 39
Purified　agar（Oxoid）
@　　0．6％
1 0．5－1．0 120
2 0．5－1．5 143
3 0．5－2．0 177
4 0．5－2．0 71
5 0．5－2．0 30
0．8％ 1－5 not　detected 0
Concent．　of　DEAE－Dext．
　　　（μ9／m1）
Plaque　diameter
　　（mm）
Virus　titer　PFU
（×10－2／0．1m1）
Purified　agar
　O．6％
十
tryPSIn
3μ9／mJ
0
50
100
0．5－2．0
0．5－2．0
（clear）
0．5－2．0
（clear）
177
180
178
3・5　トリプシンのHRV増殖に及ぼす影響
　培養細胞でHRVの増殖が可能となった大きな要因と
して，トリプシンによるHRVの前処理，および維持液
へのトリプシンの添加が考えられる．そこでトリプシ
ンのHRV増殖に及ぼす影響をHRV分離株（K　8株）
を用いて検討した．実験に供したHRV感染細胞液は次
の要領で作成した．トリプシン（1μg／m1）を含む維持
液で継代を続けたHRVをトリプシン（10μ9／mJ）で
30分間処理し，感染多重度（multiplicity　of　infec－
tion，以下moi）2でMA－104細胞に接種し1時間の吸
着後，接種液を除き細胞を2度PBSで洗浄し，トリプ
シンを含まない維持液を加え，48時間後感染細胞を3
度凍結融解した．
　3・5・1　トリプシン処理によるHRV感染価の上昇
　トリプシン無添加で増殖させたK8株を種々の濃度
のトリプシン（最終濃度0，1，3，10，30μg／mJ）で
処理し，HRV感染価の上昇を蛍光抗体法による蛍光
フォーカス数の算定により検討した（Fig．5）．トリプ
シン無添加ではほとんど感染価の上昇はみられなかっ
たが，トリプシン濃度1μg／m♂，3μg／mZでは約
70～80倍の感染価の上昇がみられた．トリプシン濃度
10μg／ln1，30μg／m♂の処理では，15分間の処理時間
で感染価はほぼ最高値に達し，それぞれ約500倍，300
倍の感染価の上昇が認められた．
　3・5・2低moi（moi　O．1）感染におけるHRV増殖
　　　　に及ぼすトリプシンの影響
　トリプシン（10μg／m1）で37℃にて30分処理し，蛍
光抗体法で測定した際1．5x105FFU／0．1mJを示す
HRV　O．1　m1をMA－104細胞（1．5×106細胞数）に接
種し，維持液にトリプシンを添加せずに，HRVの増殖
を経時的に追跡した．結果はFig．6aに示す通りであ
る．トリプシン処理を行わない場合，HRVの増殖はほ
とんど認められなかったが，処理するトリプシン濃度
を高めるに伴い，感染価がピークに達するまでの時間
は減少，ピーク時の感染価は増大し，その後，時間の
経過とともに感染価は徐々に低下した．次に，まず10
μ9／mJトリプシンで前処理したHRVを接種し，維持
液にトリプシンを0，1，3，10μg／m♂添加した際の
HRV感染価の経時的変化を検討した（Fig、6b）．維持
液にトリプシンを含まない場合は，感染後24時間で感
染価が最高値を示した後，時間の経過とともに感染価
の低下がみられたのに対し，維持液にトリプシンを含
む場合レ2感染価は感染後48時間ないし72時間後まで
上昇を続け，維持液にトリプシンを含まず感染させた
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Fig．4　Plaques　of　tissue　cuIture－adapted　HRVs　after　plaque　purification．　a二K8　strain
　　　　（6days　postinfection）．　b：KU　strain（6　days　postinfection）．　c：S12　strain（6
　　　　days　posti㎡ection）．　d：S2　strain（7　days　postinfection）．
場合に比べ約6～7倍高い感染価が得られた．
　3・5・3　高moi（moi　2）感染におけるHRV増殖に
　　　　及ぼすトリプシンの影響
　HRVをmoi　2で接種した場合の増殖曲線をトリプシ
ン処理の各条件下で比較検討した（Fig．7）．トリプシ
ン未処理ウイルスの感染では感染価の上昇がみられず，
トリプシン1μg／m♂で前処理することでHRVの増殖
が観察され，感染後36時間で最高値に達した。トリプ
シン10μg／m♂で前処理すると感染価は著しく増大した
が，感染価は，維持液中のトリプシン濃度（0，1，10
μg／mのに影響されなかった．この結果と3・5・2の結
果を合わせ考えると，トリプシンによる前処理でHRV
は感染性を獲得し，維持液中にトリプシγが存在する
と，低moi接種では多段階増殖を，高moi接種では1
段階増殖を示すものと思われる．
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Fig．5　Kinetics　of　gnh艮ncement　of　HRV　infectivity
　　　　　　by　trypsin　treatment．　HRV（K8　strain）
　　　　　　samples　were　incubated　w．ith　O（▼），1（○），3
　　　　　　（●），10（口）or　30（国）μg／ml　of　trypsin
　　　　　　for　various　periods　at　37℃．　Virus　titer　was
　　　　　　assayed　by　fluorescent　antibody　technique
　　　　　　using　microplates，　as　described　in　the　text．
（ω」」
山QゆOHXいH＼⊃LL
）
　匡
　］］
　ト
　　　←
　ω　⊃
　匡
　　〉
109
108
107
106
105
冤
曽107
覧
益
雲
生106
　缶
　＝
　ト
　雪
主　105
＞
24　　　　　48　　　　　72　　　　　96　　　　　120
　　　TI凹E　AFTER　INFEcTIQN　（HR）
b
Fig．7
　　　　　　　　　　　　　　　　samples　were
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（●）
　　　　　　and　the　infected　cells　were　cultured
without　trypsin　in　maintenance　medium・　ロ，
■＝．HRV（K8　strain）samples　were　infected
on　MA－104　cells　after　pretreatrent　with　10
μg／ml　of　trypsin，　and　the　infected　cells
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　μ9／m～were　cultured　with 1（□）or　10（自）
of　trypsin　in　maintenance　rnedium．
　　　4　　8　12　　　　　24　　　　　　36　　　　　　η8
　　　　　　　　TI閏E　AFTER　INFEcTIoN　（HR）
Growth　curve　of　HRV　when　infected　at
multiplicity　of　infection　3．0．▼，．o，●　＝
HRV（K8 str．ain）　　　 　　　　　infected
with O（▼），1（○）or　10　　　μg／m．10f
tryPSln，
2q 叫8 72 96
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Fig．6　Crowth　curve　of　HRV　when　infected　at
　　　　　　multiplicity　of　infection　O．1．　a：HRV（K8
　　　　　　strain）samples　were　infected　on　MA－104
　　　　　　cells　after　pretreatment　with　O（▼），1（o），
　　　　　　3（●），10（□）or　30（■）μg／mZ　of　trypsin，
　　　　　　and　the　infected　cells　were　cultured　without
　　　　　　trypsin　in　maintenance　medium．　b；HRV
　　　　　　（K8　strain）were　infected　on　MA－104　cells
　　　　　　after　pretreatment　with　10μg／ml　of　trypsin，
　　　　　　and　the　infected　cells　were　cultured　with　O
　　　　　　（o），1（●）p3（ロ），　or　10（■）μg／ml　of
　　　　　　trypsin　in　maintenance　medium．
　3・5・．4　トリプシン存在下，非存在下で増殖させた
　　　　　　　HRV粒子の形態
　　HRVをトリプシン10μg／mZで30分間処理後，　moi
3で接種し1時間の吸着後2度PBSで洗浄し，維持液
にトリプシンを0，0．5あるいは2μg／mZ添加し48時
間培養後，2・4の方法に従い酢酸ウラニウム．によるネ
ガティブ染色で電顕観察を行った．得られた総粒子数
は，トリプシン無．添加に比してトリフ．シン存在下で増
殖させた場合約8倍多かった．しかし形態的には，ト
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リプシン無添加では二重殻構造を有した完全粒子が
93％を占めた一方，トリフ．シン添加では外側の殼を有
さない一重殼構造の粒子の比率がきわめて高かっ．た
（Table　4）．
札幌医誌
　　これらの標品をさらに塩化セシウム密度勾配遠心で
分画するとFi；g．8のように，トリプシγ存在下で．増殖
させたHRVの二重殼構造を有した完全粒子の多く．は一
重殻構．造に転換した．一方トリプシン非存在下で増殖
Table　4　　」E汐セ（ゴ　（～プ　’吻）sげη　oη　ηzoηり海oJo8y　（ゾ正丑～レ「α〃がz～α詫～4　齋z　ル〃1－104　6ε級ヌ
Particle　number（／m1）＊
Trypsin　concentration
　　　　　　（．μ9／m1）
．in　mai．ntenance　medium
Double－shelled Single－shelled
RNA（＋） RNA（一） RNA（＋） RNA（一）
TotaI
2．0
0．5
0
5．5×．1010
（12．8）串＊
1．1×1011
（14．6）
8．3×．10旦。
（92．8）
6．4．x109
　（1、4）
1．4×10’σ
　（1．9）
1．4×109
　（1．6）
2．．9×1011
（64．2）
3．0×10u
（39．3）
3．6×109
　（4．0）
1．0×10蓋1
（22．2）
3，3×101L
（43．．8）
1．4×109
　（1．6）
4．5×1011
5．0×1011
8．9×．10【o
串After　infected　cultures　were　harvested　at　48　hr　postinfection　and　treated　with　three　cycles　of
　　freez・ing　and　thaw．ing，　the　samples　were　partially　purified　and　concentrated　by　PEG　precipitation
　　and　ultracentrifugation　on　45％sucrose．　Particle　number　was　counted　by　electron　microscopic
　　observation　using　a　standard　latex．suspension（87　nm　in　diameter，　Dow．　Chefnical，　USA）．
＊＊oercentage　of　particles　having　each　morphology．
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Fig．8　1sopycnic　banding　in　CsCl　of　HRV（K8　strain）cultivated
　　　　　　with　2μg／mJ　of　trypsin（a）or　without　trypsin（b）in
　　　　　　tnaintenance　medium．
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させたHRVでこの変化はごくわずかであった．　Fig．9
は，Fig．8においてピークを示す分画を，酢酸ウラニウ
ムでネガティブ染色し電顕観察したものである．なお
PTAを染色液として用いた場合は，粒子がこわれやす
く，特にトリプシン存在下で増殖したHRVの二重殼構
造を有する粒子（Fig．8aにおける分画19）は外罰蛋白
が外れ一重殼構造粒子に転じやすかった．
3・6PAGEによる分離ウイルスのRNA解析
　RVは11本の二重鎖のRNA（分子量20万～200万）
セグメントから構成されており，PAGEで鋭敏なバン
ドを呈することより，PAGEを用いてRVを構成する
RNAを比較的容易に解析できる12）。また2種のRVの
RNAパターンを比較する場合，両者のRNAを混合し
て泳動する（以下co－PAGE）ことで両者の対応する
RNAセグメントの異同を判定できる13）．そこでco
－PAGEを用いて以下の検討を行った．
　まず，糞便材料中のHRVとそれを出発材料として培
養細胞を用いて分離したHRVのRNAパターンを比較
したところ，両者のRNAパターンは同一であった．　co
－PAGEを行っても11本以上のバンドが現われないこ
とより，両者間で対応する11本のRNAセグメントは
同じ移動度を呈することが判明した（Fig．10　a）．
ざ
…勤
磁
㌧ノ　　　　才
寒
癬
d
鷺耀
麟
Fig．9　Electron　micrographs　of　HRV（K8　strain）cultivated　with（a，　b）or
　　　　without（c，　d）trypsin　after　CsCl　density　gradient　centrifugation，　a：
　　　　Fraction　19　in　Fig．8a．　b：Fraction　24　in　Fig．8a．　c：Fraction　19　in　Fig．
　　　　8b．　d：Fraction　24　in　Fig．8b．　Bar＝200　nm
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　次にクローニング．前とクローニング後の分離HRVの
RNAパターンを比較した．　KU株で3クローン，　YO
株，S12株でそれぞれ1クローンをプラーク形成法に
より無作為に拾い上げ，3回クローニングを繰り返した
後，それぞれの株においてクローニング前後のHRVの
RNAパターンを比較したところ，いずれの例でもまっ
たく同一のRNAパ．ターンを示した．　Fig．10　bはYO株
のクローニング前とクローニング後のRNAパターンの
比較を示す．
　培養細胞において高力価で増殖するHRV　Wa株と
BRV　Lincoln株のRNAパターンと，著者らの分離し
た種々のHRV株のRNAパターンを，同様にco－PAGE
で比較検討した．KU株にお．いては，　Fig．10　cのよう
に，Wa株．とはRNAセグメ．ント1，2，3，4，5，7，8，
10において移動度の違いが観察され，Lincoln株とは
RNAセグメント3，4，5，6，7，9，10，11に違いが
見いだされた．同様にして他の．分離株とWa株および
Lincoln株との比較．を行った結果をTable　5とTable　6
に示す．いずれの分離株においても，Wa株および
Lincoln株とは6本から11本のRNAセグメントに移
動度の差異が認められた．特に本研究で分離された
HRV分離株とLincoln株の間では，　RNAセグメント5，
7，9，および10が，Wa株との間では，　RNAセグメント
4が，すべての比較において移動度が異なっていた．
　分離したHRV　20株のうち14株についてPAGEを
行ったところ，．株により呈するRNAパターンはかなり
相違しており，S2株においてはセグメント10，11の
移動度が著しく遅い“shortパターン”を示し381，残り
はすべて　“10ngパターン”を示した．　co－PAGEで
これらRNAパターンの異同を比較した結．果（Table　7），
S2とK8，　S　2とKU，　K　8とS12，およびKUと
S3の間では，相応するすべてのRNAセグメントの移
Table　5　Co吻α漉。ηqプ漉召g朋。陶8（ゾ陥s’解勿麗劾漉os2αプ。飾670κ1魏名召一α4砂’ε4　HRVs
　　　Strains
co．一electrophoresed Segment　variations．
Total　no．　of
varlatlons
Wa十K8
Wa十KU
Wa十YO
Wa十Sl
Wa十S2
Wa十S3
Wa十S4
Wa十S5
Wa十S12
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
5
6 7
7
7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
8
8
8
10
10
10
10
10
10
11
11
11
11
11
11
11
Fig．10　PAGE　of　RNA　prepared　from　HRVs　grQwn　in　cell　culture．
（a）Comparison　between　culture－adapted　HRV　and　stool－derived　HRV（KU　and　S12　strainS）by
　　co－electrophoresis．　1：．　stool－derived　HRV（KU　strain）　2：stool－derived　HRV　and　culture一
　　一adapted　HRV（KU　strain）　3＝Culture－adapted　HRV（KU　strain）　4：stoo1－derived　HRV
　　（S12　strain）　5：stool－derived　HRV　and　culture－adapted　HRV（Sl2　strain）　6：culture一
　　一adapted　HRV（S12　strain）
（b）
（c＞
（d）
（e）
Compa亡ison　between　uncloned　and　cloned　HRV（YO　strain）by　co－electrophoresis．
1＝uncloned　HRV　2＝uncloned　HRV　and　cloned　HRV　3＝cloned　HRV
Comparison　among　culture－adapted　HRV（KU　and　Wa　strains）and　bovine　rotavirus（Lincoln
strain）by　co－electrophoresis．1＝Wa　strain　2：Wa　strain　and　KU　strain　3＝KU　strain　4
：KU　strain　and　Lincoln　strain　5＝LincoIn　strain
Comparison　among　3　different　electropherotypes　by　co－elctrophoresis．1：KU　strain　2：KU
strain　and　S2　strain　3＝S2．strain　4：S2　strain　and　K8　strain　5＝K8　strain
Nine　different　electropherotypes．1＝K8　strain　2：KU　strain　3：YO　strain　4＝Sl　strain
5二S2　strain　6：S3　strain　7：S4　strain　8＝S5　strain　9＝S12　strain
468 谷　口　孝　喜 札幌医誌
Table　6　Co摺出soηげ漉θ96ηo耀（ゾαoαケB尺γ（L珈60伽s’z痂）ω個品s6σo〃伽γ召磁z卿4侃ys
　　Strains
co－electrophoresed Segrnent　variation
Total　no．　of
varlatlons
Lincoln十K8
Lincoln十KU
Lincoln十YO
Lincoln十S2
Lincoln十S3
Lincoln十S4
Lincoln十S5
Lincoln十S12
Lincoln十Wa
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
4
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
5
5
6
6
6
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
9　　10
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9
8
8
11
9
8
8
11
8
Table　7S忽ηz6擢θα露α’ゼoηsα吻07¢914ゴso‘α彦2sげHR　y39アoz伽勿6〃伽伽7θ，召s吻ホθ7㎜助召4の60－
6Zθ6〃0魏0名鰯Sげ9θη0耀R八砂
　　Strains
co－electrophoresed Segment　variations
Total　no．　of
varlatlons
K8十KU
K8十S12
K8十YO
S2十K8
S2十KU
S2十S12
S2十YO
S12十YO
S12十KU
YO十KU
S1十KU
S3十YO
S3十KU
S4十S12
S4十KU
S5十S12
S5十KU
S5十S4
S9十KU
S11十KU
S11十S13
S12十FU
YO十44
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
4
4
4
5
5
5
5
5
5
5
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
6
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
7
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
8
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9　　10　　11
9
　　10
9　　10
9
9　　10
　　10
11
11
11
11
11
11
10　　11
10
11
10
11
11
9
10
6
8
9
10
7
11
7
2
7
1
2
0
0
0
0
0
動度が異なっていた（Fig．10　d）．一方YOと44，　S　12
とFUの両株間およびKU，　S　9，　S　11とS13の4株
間ではまったく同一のRNAパターンを示したことより，
検討した14分離株のRNAパターンは9種のRNAパ
ターンに分類された（Fig．10　e）．なお，それぞれの分
離株のRNAパターンは安定で，継代を20代以上経た
後も全く変動しなかった．
3・7　分離HRV株の血清学的性状
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　分離HRVの血清学的性状を検討するため，分離され
たHRV株のうちRNAパターンの異なる5株（S2，
KU，　S　12，　K　8およびYO株）およびWa株に対す
る抗血清を作成し，プラーク減少法による交叉中和試
験を行った（Table　8）．
　RNAパターンが“shortパターン”を示したS2株
は，抗S2株血清に対してのみ反応し，他の株に対する
抗血清とは全く反応しなかった．またYO株は抗YO株
血清とは強い反応を示す一方，抗S2株，抗KU株お
よび抗Wa株血清とは全く反応しなかったが，抗S12
株血清，抗K8株血清とはそれぞれ4096倍，1024倍と
やや高い中和価を示した．逆に，抗S2株血清はS2
株とのみ反応し，他のRVとは反応を呈しなかった．抗
YO株血清はYO株に対し中和価16384倍を示したのに
対し，他のS2，　KU，　S　12，　K　8，　Wa，　Lincoln株
とはそれぞれ32，128，32，64，512，1024倍と低い中
和価を示すにとどまった．K8，　KU，　S　12およびWa
株については，交叉中和試験で互いに強い交叉反応を
呈することより，KU，　S　12およびK8株は，すでに
serotype　2と報告されているWa株と同一の血清型に
属すると思われるが，これら4株間にもわずかながら
抗原的に違いが示されたことから，株に特異的な抗原
部位の存在が示唆された．また，抗S12株，抗K8株
血清はYO株に対してもやや高い中和価（それぞれ4096
倍，1024倍）を示したが，双方の血清においては，免
疫前の血清がすでにYO株に対し32～64倍の中和価を
示したことにより，これら抗血清がYO株に対しやや
強い中和活性を示した可能性が考えられる。そこで，本
研究においては，血清型の型別の基準として，各免疫
血清の免疫に用いられたウィルス株に対する中和価に
対して，免疫に用いたウイルス株以外のウイルス株に
対する中和価が8倍以上低い場合，異なる血清型であ
ると判断した．この判断にたち，Table　8の結果から，
S2株はserotype　1，　KU，　S　12，およびK8株は
serotype　2，　YO株はserotype　3と型別された．
4　考 察
　ヒト以外の動物のRVでは培養細胞での増殖が比較
的容易であるものが多い．ヒト糞便中にHRVの存在が
確認される以前にオでに，BRVおよびsimian　rota－
virus（以下SRV）の培養細胞での増殖が報告されてい
る．1972年，Mebusε彦α」．14）およびEls　and　Lec－
atsas15）は牛胎児腎細胞およびベルベットモンキーの初
代腎細胞を用いて，それぞれBRV　Lincoln株およびSRV
SA11株の培養に成功した．これらRV株は現在，世界各
地の研究室に分与されRVの生化学的・分子生物学的
研究に供されている．その後，培養細胞で増殖・継代
可能な多くの動物RV株が分離されている16～20）．
　一方，HRVの培養細胞での分離は非常に困難である
とされてきた．Banatvala　6’6」．21｝およびBryden　4
α1．22）は，ヒト糞便材料を遠心によって培養細胞に吸着
させることによって，蛍光抗体法でHRVの増殖を確認
した．しかしこの系では，細胞から細胞へはウイルス
感染が移行せず，あくまで糞便中のHRVの検出の役割
しかもたなかった．またEsparza　4α1．23）およびWyatt
初α♂．24）もそれぞれ初代腸細胞，胎児腸器官培養での
HRVの増殖を報告しているが，やはり継代可能なHRV
株の分離には至らなかった1980年，Wyattθ’α1．6）は
gnotobiotic　pigletへ11代経口感染を重ねることによ
り培養細胞で増殖可能なHRV　1株（Wa株）を樹立し
た．しかしながらこの方法は非常に繁雑で時間を要し，
多くのHRVの分離には不適切であり，しかも動物での
継代中，動物RVの迷入の危険性を避けるのも困難で
ある．1981年，Satoθ’α1，7）は糞便材料から直接，培
養細胞でのHRVの分離を報告した．著者らもSatoら
と類似の手法で，下痢便24例中から20例において増
Table　8　αo舘一η劒磁1忽’ゴ。％σ「HRγ3の〃躍粥θ（ゾ60％ρ切％召箔2伽。’ガ。η耀動04
Anti－S2　　Anti－Wa　Anti－KU　　Anti－S12
Pre　　Post　Pre　　Post　Pre　　Post　Pre　　Post
Anti－K8　　　Anti－YO　　　　　　　　　　　　　SerotypePre　　Post　Pre　　Post
S2　　〈328192　＜32　〈32　〈32　＜32　〈32　〈32　〈32　〈32　＜3232 1
　　　　　Wa
　　　　　KUHRVs
　　　　　S12
　　　　　K8
〈32　く32
＜32　　32
〈32　〈32
＜32　＜32
〈32　　4096　　　〈32　　4096
＜32　　1024　　〈32　　4096
＜32　　　256　　＜32　　1024
〈32　　1024　　＜32　　4096
＜32　　32768
＜32　　32768
＜32　　32768
＜32　　32768
〈32　　16384　　　〈32
〈32　　　8192　　く32
〈32　　　8192　　＜32
〈32　　32768　　　〈32
512
128
32
64
2
YO　　　く32　〈32　〈32　＜32　＜32　〈32　　64　4096　　32　1024　　64　163843
BRV　　Lincoln　＜32　＜32　〈32　〈32　＜32　256　　256　2048　＜32　2048　く32　ユ024
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殖・継代可能なHRV株を得ることに成功した81．
　増殖困難であるとされるウイルスを分離する際に問
題となるのは，継代の際の他ウイルスの混入の危険性
である．HRVの分離の際も，増殖の容易なBRVある
いはエンテロウイルスの迷夢がしぼしぼ経験される．し
かし，本研究におけるHRV分離実験においては，以下
の成績結果よりこれらウイルスの迷入の可能性は完全
に否定される．まず，分離したウイルスがRVである
ことは次の点より確認される．1）出発材料としてHRV
の存在を電顕あるいはELISAで確認した下痢症患者由
来の糞便試料を使用した．2）BRVに対する抗血清を
用いた蛍光抗体法で，細胞質のみ蛍光を発する抗原陽
性細胞フォーカスを観察した．3）感染細胞抽出液の電
顕観察で，RV特有の形態を有する粒子を確認した．4）
RNAのPAGE分析より11本のRNAセグメントを確
認した．5）中和反応により，他のRVと共通抗原を有
していた．
　次に，用いた糞便材料中のHRVそのものの増殖であ
ることは次の点で実証される．1）PAGE分析により，
糞便材料由来のHRVのRNAパターンと継代後得たウ
イルスのRNAパターンは同一であった．2）増殖可能
なBRV　Lincoln株，　HRV　Wa株とはRNAパター
ン，抗原性ともに相違していた．
　以上の結果から，本研究において回転培養法により
培養細胞で分離されたHRVは，明らかに下痢症患者便
由来のHRVであることが確認された．このようにして
回転培養法で分離されたHRVの，静置培養への馴化も
比較的容易であった．それゆえ，HRVの培養が簡便化
されたのみならず，プラーク形成も可能となり，HRV
の感染価およびHRVに対する抗体価の測定が信頼性の
高い方法で定量的になされるようになった．
　非常に困難とされてきたHRVの培養細胞での増殖・
継代が可能となった要因として，トリプシンによるHRV
の前処理，維持液へのトリプシンの添加，回転培養法
およびMA－104細胞の採用が考えられる孔8）．　MA－104細
胞がRVの培養に適することは，経験的に多くの研究
者によって報告されているが，その理由は不明であ
る25）．回転培養法はGey　and　Gey26）によって開発された
方法で，回転させることで十分な空気が供給され，ま
た培養液の遥拝がなされる効果のあることから，培養
困難なウイルス分離に古くから利用されてきた．RVの
培養では，McNulty　6’αZ．1軌27）が，この方法がBRVの
分離に有効であることを報告している．
　トリプシンの効果については，感染前のHRVのトリ
プシンによる前処理の効果と，維持液中へのトリプシ
札幌医誌
ン添加の効果に分けられる．トリプシンによる前処理
を施さなければほとんど感染は成立しないが，トリプ
シンでの前処理で，非処理の場合と比較して数百倍の
感染価の上昇を観察した．一方，トリプシン前処理の
後，維持液にトリプシンを添加して培養すると，高moi
感染の系では得られる感染価にあまり差はみられない
が，低moi感染の系では，維持液にトリプシンを含ま
ず培養した場合に比較してきわめて高い感染価の上昇
を示した．蛍光抗体法による観察においても，維持液
にトリプシンが存在しない場合は単一細胞のみ蛍光陽
性であるのに比べ，存在すると細胞集落が蛍光陽性と
なる．HRVをトリプシンで前処理した後もゴ維持液中
にトリプシンが存在しないと，細胞から細胞への感染
の伝播が起きず1段階増殖にとどまるのに対して，ト
リプシンが存在すると，感染細胞で感熟したHRVが放
出された後さらにトリプシンの作用を得て感染性を獲
得し，隣接する細胞にさらに感染する多段階増殖を示
しているものと思われる．特に糞便中のHRVを培養細
胞に馴化させる際，初期の継代においては低moiでの
感染が予想されるので，維持畠中のトリプシンの存在
がきわめて有効に作用しているものと思われる。
　すでに動物のRVの増殖においても，トリプシンの
有効性がBRV28～31），　SRV3名33｝において報告されており，
トリプシンの生化学的な無作が詳細に研究されている．
それらの研究によると，トリプシンはRVに直接作用
し，RVの外部蛋白のうち，　VP3（分子量88，000）を
VP5（分子量62，000）とVP8（分子量28，000）に解裂
させることにより32～34｝，細胞内に侵入した後の脱殻を有
利に進め35），この現象がRVの感染価の上昇に関与して
いると考えられている．HRVの場合も，おそらくこの
ような機作で感染性の獲得が起こるものと推測される
が，この点に関しては今後HRVの構成蛋白のPAGE
による詳細な解析が必要である．
　トリプシン存在下および非存在下で増殖させたHRV
K8株の電顕観察では，トリプシン存在下で増殖した
HRVは粒子数は多いものの，一重殻構造の粒子の比率
が著しく高まり，また二重殻構造を保っている粒子も
塩化セシウム密度勾配遠心を施すと，ほとんどの粒子
が一重殻構造に転換した．この事実よりHRVがトリプ
シンの作用を受けると形態的に不安定な状態に転ずる
ことが推定され，この不安定な構造が，感染時の脱殻
を容易に進める機構と関連している可能性が考えられ
る。この成績に反して，Almeida　8’α♂．29）はCK細胞お
よびBSC－1細胞にBRVをトリプシン存在下で増殖さ
せると，ウイルス収量が高まり，かつ二重殻構造の粒
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子の比率が高まったと報告している，本研究で得られ
た成績との不一致の理由として，実験に供したウイル
ス（BRVとHRV）および細胞（初代CK細胞とMA
－104細胞）の違いによることが考えられるが詳細は不
明である．
　PAGEによるRVのRNA解析は，電顕に匹敵する
検出感度を有するRVの検出手段として，さらに動物
種間のRVの比較および同一種内での株間での比較に
おける有効な手段として利用されている1矯3⑤37）．また，
分子疫学と称して，数多くの下痢症患者由来のHRV
のPAGEによるRNA解析からHRVの分布，伝播様
式などの疫学調査が進められている3a39）．　Taniguchiε’
α1．9）の成績では，培養細胞での馴化前と後，クローニン
グ前と後のHRVのPAGEにおけるRNAパターンに
まったく差がみられなかったことから，HRVのRNA
がhomogeneousでありかつ安定であると考えられる．
さらに鋭敏なhybridization法あるいは塩基配列決定法
により，HRVのRNAに関するより詳細な情報が得ら
れるものと思われる．
　すでに，糞便材料を用いたHRVのRNAパターンの
解析より，HRVのRNAパターンはきわめて多様性に
富むことがRodger　2’α」．38〕により報告されてきた．
我々が調べた14分離株は九つのRNAパターンに分類
されたが，今後検討する試料の数を増すことにより，よ
り多くのRNAパターンが検出されるものと予測される．
またこのように多様なRNAパターンを有するHRVが，
自然界でのどのような機作で生ずるものなのか，特に
HRVとそれに対する抗体との接触によって生ずる抗原
変異の可能性あるいはHRVと他動物RVとの間のリ
コソビネーションを含めたヒトと動物におけるRV感
染のかかわりは，次に述べるHRVの多様な血清型の存
在とも関連して興味ある問題である．
　HRVの血清型は，当初単一であると考えられていた
が，Zissis　and　Lambert40｝はCFおよび免疫電顕法を
用いて，初めてHRVには2種の血清型が存在すること
を明らかにした．その後Flewettθ’α1．41）が蛍光抗体法
による中和反応で，Kapikian♂α1．〃2）が免疫粘着反応
（immune　adherence　hemagglutination，以下
IAHA）および中和反応で，そしてzissis　6’α1．43｝がCF
で，HRVに複数（3～5種）の血清型が存在することを
報告している．また米国NIHの研究者クループは，
HRVの抗原型を，中和反応で区別しうるserotypeと
ELISAあるいはIAHAで区別しうるsubgroupに分け
て考えるべきだとの説を提唱している42）。
　本研究においては，調べたHRV　5株はプラーク減少
法による中和反応で3種の血清型に分類された．しか
しながら，HRVの抗原構造は複雑であるらしく，異な
る血清下間にもわずかながら交叉反応がみられ，また
同一血清型内でも株によって株特異的抗原部位の存在
が示唆された．現在当教室で進行中のモノクロナール
抗体を用いた解析が，HRVの抗原構造の解明の一助を
なすものと期待される．
　RNAパターンと血清型との関連については，　Green－
berg　6’α♂．44）が作成した，培養可能なBRV　UK株と
培養不能なHRV　Wa株との間のreassortantを用いた
解析から，RNAセグメント6がELISAあるいはIAHA
に関与する抗原蛋白（subgroup抗原）をコードし，
RNAセグメント9が中和反応に関与する抗原蛋白
（serotype抗原）をコードしていることが示されている絢
Taniguchi　6’α乙9）の成績でも，　serotype　1であるS2
株のRNAセグメント9は，　KU，　S　12，K8およびWa
株（いずれもserotype　2），およびYO株（serotype　3）
のRNAセグメント9とはすべて移動度を異にしていた．
一方，Rodgerθ’磁38｝の研究では，　RNAセグメント
10，11の移動度の遅い“shortパターン”を呈する株
はsubgroup　1に属し，他の“longパターン”を呈す
るHRV株では血清型を異にすると報告されている．本
研究において“shortパターン”を示したS2株がや
はり，他の“Iongパターン”を示したHRV分離株と
は血清型を異にしていたことは，Rodger　4磁38｝の成
績と一致するものである．現在当教室において進行中
の米国NIHより分与された血清型の異なるHRV分離
株と著者らの分離株との血清型およびRNAパターンの
相互比較，更にSmith　6’磁46）およびAriasθ’磁47）
のグループにより進められている各RNAセグメントの
佃町70における蛋白合成系での合成蛋白質の解析か
ら，RNAパターンと血清型の関連性が遠からず明らか
にされるであろう．　　　，
　HRVに起因する乳幼児下痢症は，特に開発途上国に
おいて，高い致死率を示し，WHOがその撲滅を目ざし
ている病気の一つであり，HRVに対する生ワクチンの
開発が大きな研究目標となっている48｝．血清型を異にす
るHRVの疫学および検出法の検討が急務であり，さら
に煙毒および弱毒株の弁別方法（弱毒マーカーの確立）
も重要な課題である．HRVの培養細胞での増殖が可能
となった現在，これらに向けた研究が飛躍的に進歩す
るものと期待される．
5　結 語
回転培養法により，培養細胞（MA－104細胞）で増
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殖・継代可能なHRVを20株分離し，これらHRV分
　　エ離株が，下痢症患者便由来のHRVであることを確認す
るとともに，HRV分離株の静置培養への馴化およびプ
ラーク形成を試みた．さらに，PAGEによるHRV分
離株のRNA解析，血清学的性状の比較，およびHRV
増殖におよぼすトリプシンの影響を検討し，以下の結
果を得た．
1．本研究で分離した，培養細胞で増殖・継代可能な
HRV　20株は，電顕による粒子の観察，　PAGEによる
RNAの解析，蛍光抗体法およびプラーク減少法による
抗原性の検討から，明らかに下痢症患者便由来のHRV
であることが証明された．
2．HRVはトリプシンによる前処理で感染性を獲得し，
低moi感染では維持液にトリプシンが存在することに
より多段階増殖をなすことが判明した．また，トリプ
シン存在下で増殖したHRVは形態的に不安定であっ
た．
3．静置培養に馴化されたHRV分離株は，トリプシン
による前処理後，3μg／m♂トリプシン，100μg／ml
DEAE－dextranと0．6％Puri丘ed　agarにより構成さ
れる重層寒天下で，最も鮮明なプラークを形成した．
4．HRV分離株のRNAパターンは多様性に富み，試
みた14株のRNAパターンは九つの異なるパターンに
区別された．
5．プラーク減少法による交叉中和反応の結果検討
したHRV分離株5株は三つの血清型に分類された．
　稿を終えるにあたり終始御指導をいただいた浦沢正
三教授，浦沢俳子講師に深く謝意を表します．本研究に
使用した患者材料の採取には，市立札幌病院・佐伯義
人博士，北小児科医院・北和男博士の御協力を得た．
記して感謝いたします．
　なお本研究の一部は文部省科学研究費：総合研究（A）
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